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RESUMEN
El metabolismo es el factor que más influye en la farmacocinética de
los fármacos, y el poder anticiparlo es esencial para el desarrollo de me-
dicamentos más eficaces y seguros. Hay dos aspectos que son relevantes
en el estudio del metabolismo: el perfil metabólico y su potencial induc-
tor sobre los enzimas de biotransformación. Ambos tipos de estudio solo
pueden llevarse a cabo en modelos celulares altamente diferenciados. Los
hepatocitos humanos en cultivo son un excelente modelo del hígado ca-
paz de predecir tanto el metabolismo como la inducción por fármacos en
el hombre. Sin embargo su uso está dramáticamente limitado por la difi-
cultad del acceso a tejido humano adecuado. Las líneas celulares hepáti-
cas humanas, incluso las muy diferenciadas no constituyen una alternati-
va porque, sorprendentemente, no expresan actividades de biotrans-
formación ni de inducción. La razón estriba en la pérdida de factores de
transcripción y receptores nucleares hepáticos implicados en el manteni-
miento del fenotipo hepático adulto. Trabajos previos nuestros han de-
mostrado el papel de C/EBPa, HNF-3g, y C/EBPb, y cómo su reexpre-
sión en hepatomas conlleva un aumento de la expresión de los genes CYP.
Los hepatomas carecen asimismo de la expresión de CAR y PXR, re-
ceptores nucleares que regulan el fenómeno de la inducción de ciertos ge-
nes CYP, por lo que parece razonable que re-expresando en hepatomas
dichos factores reguladores clave, sea posible generar modelos celulares
útiles para estudios de metabolismo e inducción enzimática.
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1. LOS PROBLEMAS: EL METABOLISMO DE FÁRMACOS,
PRIMERA CAUSA DE LA VARIABILIDAD DE LA
RESPUESTA CLÍNICA EN HUMANOS
Los fármacos, además de ejercer una acción farmacodinámica espe-
cífica sobre un determinado tejido diana, sufren modificaciones químicas
en su tránsito a través del organismo. Estos procesos (biotransformación)
están catalizados por un grupo de enzimas denominadas genéricamente
enzimas de metabolización de fármacos, y tienen lugar en mayor o me-
nor grado en los distintos tejidos. Sin embargo, es el hígado en donde tie-
ne lugar la mayor parte del metabolismo de dichos compuestos (1,2). Tal
es el caso de los genes CYP, que si bien se expresan predominantemen-
te en el hígado, también lo hacen en otros tejidos extrahepáticos tales
como pulmón, riñón, intestino y placenta (3,4) Las monooxigenasas de-
pendientes del citocromo P-450 (CYP) junto con las flavín monooxige-
nasas, citocromo reductasa, UDP-glucoronil transferasa, glutation trans-
ferasa y sulfotransferasa, son los enzimas que más directamente están
implicados en los procesos de biotransformación (5,6).
El fenómeno de la biotransformación es clave en el contexto de la
biodisponibilidad, variabilidad de la respuesta farmacológica y toxicidad
de un fármaco, y comprenderlo es crucial para el desarrollo de mejores
medicamentos. La biotransformación es posiblemente la etapa más va-
riable y la que mejor explica las diferencias en los niveles plasmáticos
tras la administración de la misma dosis de un compuesto a varios indi-
viduos «normales». Parte de dicha variabilidad es debida a la existencia
de genes polimórficos que se heredan mendelianamente, y que codifican
para enzimas con una eficacia metabólica diferente frente a sus substra-
tos. La frecuencia de dichos polimorfismos, excepción hecha del CYP
2D6 y la N-acetil transferasa es muy pequeña, si la comparamos con la
variabilidad fenotípica observada en la población y responde, más bien,
a diferencias en la expresión de genes «normales» que codifican para los
enzimas del metabolismo de fármacos.
Como consecuencia de dicha variabilidad geno-fenotípica, la activi-
dad de los distintos enzimas implicados puede ser claramente diferente
entre distintos individuos, y en consecuencia la velocidad con la que un
fármaco es biotransformado y el perfil metabólico puede ser muy dife-
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rente. Ello explica, a grandes rasgos, el que una determinada dosis de fár-
maco sea terapéuticamente eficaz en unos individuos porque, como con-
secuencia de un balance entre absorción y metabolización/eliminación, se
generan niveles plasmáticos adecuados, en otros sea ineficaz porque, una
metabolización más rápida no permita alcanzar la concentración plasmá-
tica terapéutica, y en otros tóxico, porque un metabolismo insuficiente o
anormal se traduce en niveles plasmáticos exagerados del fármaco o de
alguno de sus metabolitos (7,8).
Parte de esa variabilidad fenotípica puede estar causada por los pro-
pios fármacos. Un determinado compuesto puede actuar como induc-
tor/represor de los genes que codifican para los enzimas de biotrans-
formación enzimática, de manera que tras su administración, los niveles
de enzimas de biotransformación tanto de Fase I como II, pueden ver-
se afectados (inducidos o reprimidos). Desde el punto de vista tera-
péutico, un fármaco inductor siempre presenta más dificultades en su
manejo clínico. La inducción provoca, a su vez, un aumento del meta-
bolismo y del aclaramiento de éste y/o de otros medicamentos co-ad-
ministrados, lo que requiere reajustes de las dosis, con el consiguien-
te riesgo de sobredosificación, interacciones medicamentosas, y/o
efectos tóxicos indeseados.
La variabilidad en la expresión de enzimas de biotransformación
en el ser humano: la regla, más que la excepción
Posiblemente sean los genes CYP los mejor conocidos en cuanto a
las causas de su diferente expresión en el ser humano. La superfamilia
de genes CYP está subdividida en una serie de familias y subfamilias, de
acuerdo a su homología en la secuencia de nucleótidos. En el ser huma-
no hay 16 familias y 29 subfamilias identificadas. Los genes pertene-
cientes a las familias 1, 2 y 3 son los más directamente implicados en las
reacciones de biotransformación de xenobióticos, y por ende del meta-
bolismo de los fármacos (9,3). El citocromo CYP3A4 es la forma más
abundante en el hígado (30-40% del total de proteína CYP) (10) seguida
del CYP2E1. Los fármacos, pese a su diversidad estructural son bio-
transformados por un reducido número de CYPs (1A2, 2A6, 2B6, 2C9,
2C19, 2D6, 2E1, y 3A4) (9).
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Hay una variabilidad muy significativa en la actividad de los enzimas
CYP en el ser humano. Parte de esta variabilidad es debida a la naturaleza
polimórfica de algunos genes, que se heredan mendelianamente entre gene-
raciones, y que presentan una distribución característica entre razas y subti-
pos humanos (Tabla 1). La manera más directa de confirmar la existencia de
un polimorfismo en un determinado individuo es el análisis de la secuencia
del DNA. En términos prácticos ello puede hacerse mediante amplificación
por PCR de la secuencia polimórfica, seguido de un análisis mediante enzi-
mas de restricción, o bien análisis genómico mediante chips de DNA.
El análisis fenotípico es más complejo de llevar a cabo en la prácti-
ca. La forma más simple, pero no siempre practicable, es la medida de
la actividad enzimática en muestras de tejido (por ejemplo en biopsias).
Sin embargo ello no siempre es factible y hay que recurrir a métodos in-
directos, no invasivos, con los que estimar la actividad de un enzima. Un
procedimiento habitual es la medida de la metabolización de un determi-
nado compuesto in vivo, que sea metabolizado por un solo enzima, o que
uno de cuyos metabolitos sea producido por un solo enzima. Solo hay
unos pocos compuestos que cumplan con los requisitos necesarios y que
al mismo tiempo puedan ser administrados a seres humanos (11).
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TABLA 1
Polimorfismos de los CYP
Enzima Variantes Variante Frecuencia Fenotipo
alélicas mayoritaria de alelos
CYP1A2 13 CYP1A2*1B 12% (Japoneses) actividad disminuida
CYP2A6 22 CYP2A6*2 1-3% (Caucásicos) Enzima inactivo
CYP2C9 6 CYP2C9*3 7-9% (Caucásicos) Especificidad de substrato
alterada
CYP2C19 11 CYP2C19*2 13% (Caucásicos) Enzima inactivo
CYP2D6 75 CYP2D6*4 12-21% (Caucásicos) Enzima inactivo
CYP2E1 13 CYP2E1*3 <1% (Caucásicos) Sin efectos
CYP3A4 25 CYP3A4*2 4% (Caucásicos) Afinidad por substrato
disminuida
Referencia: Home Page of the Human Cytochrome P-450 (CYP) Allele Nomenclature Committee (www.imm.ki.se/CYPalleles).
La variabilidad en la expresión de los genes CYP es más bien la nor-
ma que la excepción. Así, por ejemplo, el análisis del contenido de CYP
mRNA y de actividad enzimática de un banco de hígados revela la exis-
tencia de una variabilidad considerable tanto en el contenido en proteína
CYP como en el de mRNA de cada uno de las diferentes isoformas en-
tre los diferentes hígados humanos, lo que hace difícil definir qué es un
hígado normal (Figura 1).
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FIGURA 1. Variabilidad de los genes CYP en hígados humanos. Muestras de hígados hu-
manos fueron procesadas para extraer el RNA total, y los mRNAs específicos fueron deter-
minados por PCR cuantitativo [48]. En paralelo, se prepararon microsomas de esos mismos
hígados y se midieron las actividades P-450 mediante el uso de substratos específicos [49]
Genes como el CYP3A4, del que no se conocen polimorfismos inacti-
vos, presentan unas considerable variabilidad en cuanto la actividad enzi-
mática, fruto mas bien de una diferencia en la expresión de un gen normal
(Figura 2). CYP2D6, por el contrario es un gen polimórfico con isoformas
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FIGURA 2. Variabilidad de las actividades de metabolismo de fármacos en hígados hu-
manos. Microsomas de un banco de hígados humanos fueron utilizados para determinar las
distintas actividades enzimáticas utilizando substratos específicos. CYP2D6 (dextrometor-
fano O-demetilasa, panel A), CYP2C9 (diclofenac 4’-hidroxilasa, Panel B) y CYP3A4 (tes-
tosterona 6b-hidroxilasa, Panel C). Las actividades obtenidas de cada hígado se represen-
tan en orden decreciente, con el fin de visualizar la variabilidad interindividual.
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no activas catalíticamente, lo que explica que aproximadamente un 10% de
la población pueda ser catalogado como un metabolizador lento. La inci-
dencia del polimorfismo en el CYP2C9 es muy reducida, y sin embargo la
variabilidad fenotípica en el ser humano es considerable (Figura 2).
Tenemos, por tanto, genes cuya naturaleza polimórfica con isoformas
no activas catalíticamente, permite explicar la diferente expresión fenotí-
pica en función de los alelos que dicho individuo posee. Pero tenemos
también genes, de los que no se conocen polimorfismos genéticos que re-
sulten en genes inactivos, y sin embargo la variabilidad de expresión y/o
actividad en los seres humanos es muy significativa. De hecho, esa va-
riabilidad fenotípica es la predominante y mucho más frecuente e impor-
tante que la genotípica, cuando se examina un grupo de población.
Las causas de dicha variación: La regulación basal de los genes
y la inducida por fármacos
El análisis detallado de los mecanismos de la regulación de los ge-
nes típicamente hepáticos ha permitido descubrir un significativo núme-
ro de factores activadores de la transcripción que se caracterizan por po-
seer un dominio de unión a las regiones reguladoras de dichos genes
hepáticos (12,13). Estos factores que por ser particularmente abundantes
en los hepatocitos se les conoce como LETF’s (liver enriched transcrip-
tion factors), son actores principales en el control de la expresión basal
de los genes en un determinado tejido. Generalmente forman homo— y
heterodímeros con otros miembros de su familia; y/o muestran coopera-
tividad y sinergismo con factores de otras familias modulando así su es-
pecificidad y potencia trans-activadora.
El conocimiento adquirido acerca de la estructura de la región pro-
motora de otros genes hepáticos típicos y la complejidad de su regula-
ción, sugiere que la de los genes CYP podría ser también compleja. Por
una parte está el hecho constatado de que en la región 5’ de dichos ge-
nes existen secuencias consenso para muchos de los factores de trans-
cripción hepáticos y receptores nucleares actualmente conocidos (14,15),
de lo que cabe deducir que el control de los genes CYP hepáticos de-
penderá muy probablemente de más de un factor (Ver capítulo 6). Cua-
475
DESARROLLO FARMACÉUTICO Y METABOLISMO: LOS PROBLEMAS, LAS NECESIDADES...
tro factores, C/EBPa, HNF3, HNF1 y HNF4, están implicados de mane-
ra muy directa en el control de la expresión basal de los CYP en el hí-
gado, dado que las secuencias consenso de unión al DNA aparecen en la
región 5’ de casi todos los genes CYP y su expresión está estrechamen-
te asociada al estado diferenciado del hepatocito (16,17,18,19,20,21).
En segundo lugar está el hecho de que muchos de esos factores tie-
nen entre sí una relación compleja y que su mecanismo de transactiva-
ción implica relaciones de sinergia, cooperatividad pero también de an-
tagonismo (22,23). Así por ejemplo, el análisis mutacional de la región
enhancer del gen de la albúmina indica que el factor HNF-1 coopera con
HNF-3a para inducir un aumento de la transcripción. De manera similar,
C/EBPb interacciona con Sp1 formando un complejo que es indispensa-
ble para la activación del promotor del CYP2D5 de ratón (24). Además,
a esta serie de interacciones directas, hay que añadir los fenómenos de
transactivación entre factores dentro de una posible red jerárquica (25).
El ejemplo clásico es el de la transactivación de HNF1 por HNF4 (26,27).
No existe, una explicación molecular razonable a las diferencias fe-
notípicas en la expresión basal de algunos CYPs. Una primera hipótesis
sería la existencia de niveles distintos de dichos factores reguladores cla-
ve, que condicionaría la expresión de los genes CYP. Aunque esta expli-
cación es la más fácil de aceptar, es poco verosímil, porque de ser cierta
otros muchos genes regulados por estos mismos factores de transcripción
se verían afectados, y éste no es el caso. La variabilidad interindividual
que se observa en la expresión de los genes CYP no es lo habitual en los
otros genes. Si bien no se tiene constancia de polimorfismos en la región
reguladora proximal de dichos genes, no cabe excluir que existan a dis-
tancias mayores en la estructura del DNA, o que existan polimorfismos en
otras proteínas reguladoras de la expresión de dichos genes.
La otra causa de variabilidad es la derivada de la regulación de la ex-
presión de dichos genes por los propios fármacos. Constituye ciertamen-
te un caso singular en la biología molecular de las células, el que subs-
tancias ajenas al metabolismo celular (xenobióticos) ejerzan un control
sobre la expresión de aquellos genes que, en última instancia, se encar-
gan de metabolizarlas para facilitar su eliminación. Los mecanismos por
los que los fármacos actúan regulando la expresión de los genes CYP son
varios, y se yuxtaponen a mecanismos de regulación existentes en las cé-
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lulas, ciertamente con otra finalidad. A excepción del CYP2E1, cuya in-
ducción, no es sino básicamente el resultado de una estabilización del co-
rrespondiente mRNA, en los otros genes CYP el aumento de la actividad
enzimática es reflejo de una mayor cantidad de enzima, fruto de una trans-
cripción más activa del gen.
El hallazgo clave para explicar cómo ocurre el fenómeno de la in-
ducción enzimática ha sido la identificación de receptores nucleares que
pueden interaccionar con xenobióticos inductores (medicamentos) y con
las regiones reguladoras de los genes CYP inducibles (28;29).
Se conocen cuatro posibles vías por las que un xenobiótico puede in-
ducir los genes CYP (Figura 3). La inducción de los de la familia CYP1
es la más simple en cuanto a que básicamente interviene un solo factor
(AHH), una proteína «basic helix-loop-helix» que pertenece a la familia
de factores PAS (Pre-Arnt-Sim).
La inducción del resto de genes CYP se realiza a través de mecanis-
mos que implican a tres receptores huérfanos que pertenecen a la superfa-
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FIGURA 3. Mecanismos generales de la inducción de genes por xenobióticos.
milia de receptores nucleares (30): 1) CAR (constitutive androstane re-
ceptor) que participa en la inducción del CYP2B6, prototipo del efecto cau-
sado por el fenobarbital y otros muchos compuestos lipofílicos similares.
2) PXR (pregnane nuclear receptor) que activa los genes de la subfamilia
CYP3A en respuesta a diversos compuestos químicos incluyendo ciertos
esteroides naturales y sintéticos (31,32,33,34,35,36,37,38,39), 3) PPAR (pe-
roxisome proliferator-activated receptor) que media la inducción de los ge-
nes CYP de la subfamilia CYP4A, y de la que los fibratos son moléculas
representativas como inductoras de la proliferación de peroxisomas en rata.
Otros receptores nucleares como el receptor de glucocorticoides o el re-
ceptor de vitamina D también pueden afectar o modular de un modo rele-
vante la inducción de los CYPs por xenobióticos (40,41,42).
Los xenobióticos (entre ellos los medicamentos), cuando son capaces
de unirse a alguno de estos receptores, son capaces de interferir en su me-
canismo de acción. Lo pueden hacer de diversas maneras, por ejemplo
uniéndose al receptor y activándolo (caso del PPXR, o del PXR), o bien
desplazando a un ligando interno que actúa de represor (tal como algu-
nos autores hipotetizan para el CAR). El resultado inmediato es la trans-
locación al núcleo y la puesta en marcha de una cascada de aconteci-
mientos que culmina con la unión de dicho receptor a la secuencia diana
en el promotor de los genes CYP y su consiguiente transactivación, tal
como esquemáticamente de describe en la Figura 3 para cada familia de
receptores nucleares.
Las necesidades: Las limitaciones actuales a un desarrollo
farmacéutico más seguro
El desarrollo de un nuevo medicamento es una empresa de elevado ries-
go que requiere un notable esfuerzo humano y de recursos. La probabilidad
de que un compuesto termine convirtiéndose en un nuevo medicamento, es
francamente reducida. Como causas principales de la interrupción del des-
arrollo de un nuevo fármaco en su fase clínica, contribuye más la existen-
cia de efectos adversos inesperados, que la falta de eficacia terapéutica. El
estudio del metabolismo de un fármaco que debiera formar parte del des-
arrollo preclínico, con frecuencia se lleva a cabo solo cuando el fármaco ha
entrado ya en la fase clínica. Y el metabolismo puede ser una de las razo-
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nes por las que el desarrollo de un fármaco se vea finalmente abortado, como
causante de efectos adversos idiosincrásicos consecuencia de un diferente
metabolismo entre individuos y o interacciones con otros fármacos.
La variabilidad existente en el ser humano en los enzimas de bio-
transformación hace que la farmacocinética y el perfil metabólico de un
compuesto pueda diferir sensiblemente entre individuos, máxime si el me-
tabolismo de ese fármaco ocurre mayoritariamente a través de enzimas
cuya expresión conocemos es muy variable en el ser humano. Parece por
tanto obvio que algo que puede saberse en un estadio pre-clínico del des-
arrollo (qué enzimas están implicados, en qué medida, qué metabolitos
se forman), se conozca avanzada la fase clínica, aun a riesgo de descu-
brir entonces que el compuesto presentará un metabolismo y farmacoci-
nética muy variable, con la consiguiente mayor dificultad de manejo clí-
nico. En la decisión de la elección de candidato a fármaco, debe pues
tenerse presente ese posible escenario.
Los fármacos rara vez se administran aislados, por lo que es posible
que la presencia de un compuesto influya de manera determinante en el
metabolismo del otro. Compuestos que comparten una misma ruta de
biotransformación (por ejemplo son substratos de un mismo CYP), y lo
hacen mayoritariamente a través de una sola ruta, son compuestos cla-
ramente candidatos a presentar fenómenos de interacción fármaco-fár-
maco. La presencia de uno de ellos, al interferir en el metabolismo del
otro hace que la misma dosis administrada se traduzca en niveles plas-
máticos mucho más elevados o en la producción de metabolitos minori-
tarios (producidos a través de otras vías minoritarias), en cantidades
anormalmente elevadas. La literatura científica está llena de casos de
nuevos fármacos que han debido ser retirados, porque uno ya existente
en el mercado al ser co-administrado con el nuevo ha provocado dichos
efectos inesperados.
Bajo la creencia de que el metabolismo en animales es escalable al
ser humano y el perfil metabólico extrapolable al hombre, con frecuen-
cia ocurre que se detectan anomalías en el ser humano que no se habían
observado en los ensayos pre-clínicos con animales. En nuestra expe-
riencia personal, son precisamente esas diferencias en el metabolismo en-
tre la especie animal y el hombre la causa más habitual de aparición de
efectos tóxicos en humanos que no se habían observado en animales. Pese
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a ello, todavía ocurre que con datos obtenidos con modelos animales qui-
zás no totalmente aplicables al hombre, la industria ha de tomar decisio-
nes sobre si seguir o no adelante con el desarrollo de un determinado fár-
maco.
Así pues hay tres cuestiones básicas que deben examinarse durante
el desarrollo de un nuevo fármaco: a) conocer el metabolismo del com-
puesto, porque de él depende directamente la biodisponibilidad, la far-
macocinética y su eficacia clínica; b) conocer si los enzimas implica-
dos en su metabolismo son enzimas con expresión variable o inducible,
porque harán que el compuesto sea clínicamente más difícil de mane-
jar. Finalmente, c) conocer si dada la diferente expresión de los enzi-
mas implicados, podrán existir perfiles metabólicos singulares, interac-
ciones con el metabolismo de otros fármacos, y/ efectos tóxicos
indeseados.
Obvio es reconocer que en la medida sea técnicamente factible con-
testarlas con un esfuerzo humano y económico asumible, se estará con-
tribuyendo a una elección de mejores candidatos a fármacos, no sola-
mente eficaces, sino también seguros.
Las herramientas: ¿En qué modelos puede estudiarse
el metabolismo y la inducción por fármacos?
Puesto que el destinatario final de los fármacos es el hombre, no es
posible realizar ensayos en humanos hasta fases avanzadas de su desa-
rrollo y dado que los estudios de metabolismo e inducción con animales
muchas veces no son extrapolables al hombre, se hace necesario dispo-
ner de modelos que reproduzcan el comportamiento que cabe esperar en
el ser humano. El uso de microsomas obtenidos de hígado humano, pri-
mero, y ahora las líneas manipuladas genéticamente para expresar enzi-
mas, son las herramientas clásicas de los estudios de metabolismo y per-
miten establecer qué enzimas pueden estar implicados en el metabolismo
de un determinado compuesto y qué metabolitos se producen tras esa re-
acción. Sin embargo, dan una visión parcial del mismo, y no son ade-
cuados para estudios de inducción. En efecto, solo los hepatocitos hu-
manos responden de manera eficaz a inductores enzimáticos, y solo en
ellos (bien midiendo la actividad enzimática o la expresión de los co-
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rrespondientes mRNA), es posible determinar con razonable seguridad si
un compuestos será o no inductor en el ser humano (43,44).
También los hepatocitos humanos posiblemente son el mejor mo-
delo del que disponemos para predecir el perfil metabólico de un nue-
vo fármaco en el hombre, así como su potencial inductor (45, 46, 47,
48, 49, 50, 51, 52, 53). Este modelo, que es una herramienta única para
estudios de metabolismo, hepatotoxicidad e inducción, es de difícil ac-
cesibilidad para la mayoría de los laboratorios. Si tenemos presente que
se trata de cultivos no proliferantes, lo que conlleva la necesidad de
tener que disponer de tejido humano de manera continuada, se com-
prende que este modelo quede, en la práctica, fuera de uso generaliza-
do y limitado a laboratorios cualificados para el estudio de problemas
singulares.
Es posible imaginar alternativas al cultivo primario de hepatocitos hu-
manos, tales como hepatomas humanos o hepatocitos humanos inmorta-
lizados. En ambos casos la idea clave es la de disponer de células hepá-
ticas humanas, funcionales y al tiempo con crecimiento ilimitado. Existen
diversas líneas celulares hepáticas aisladas de hepatomas humanos, algu-
na de ellas con un buen grado de diferenciación. Sin embargo, la expre-
sión de enzimas de metabolismo de fármacos es en todas ellas mucho me-
nor que en hepatocitos e hígado humano. Por lo general, esas líneas
expresan solo CYP1A1 y una muy escasa actividad de enzimas de con-
jugación. Más aún, su respuesta a inductores enzimáticos está restringi-
da a la familia CYP1A, expresando el isoenzima 1A1, en lugar del 1A2,
que es la forma que se expresa en hepatocitos diferenciados. Todo ello
pone en evidencia que ninguna de esas líneas celulares «diferenciadas»
tiene las características necesarias para ser útiles en un estudio predicti-
vo del metabolismo y potencial inductor de un nuevo fármaco. Tampoco
la inmortalización de hepatocitos adultos o fetales ha tenido éxito cientí-
fico significativo, pese a las distintas estrategias usadas: se logran hepa-
tocitos inmortalizados, pero que sistemáticamente no expresan el fenoti-
po deseado (Tabla 2). Éxitos parciales se han conseguido con algunos
hepatomas que espontáneamente se diferencian en cultivo (54), o bien
tras la transformación espontánea que ocurre en los hepatocitos de ani-
males transgénicos que han sido transfectados con oncogenes, o factores
de crecimiento (55).
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¿Por qué no se expresan los genes CYP en hepatomas?
Por sorprendente que pudiera parecer, los múltiples intentos de in-
mortalizar hepatocitos humanos no han dado los resultados esperados y
las células resultantes expresan menos funciones hepáticas que muchos
de los hepatomas. Por otra parte, muchos de los hepatomas naturales «di-
ferenciados» capaces de expresar muchas de las funciones hepato-espe-
cíficas, no expresan los genes CYP pese a existir dichos genes en su ge-
noma. La inducción de CYPs por fármacos modelo tampoco ocurre en
estas células indicando que los mecanismos que controlan este fenóme-
no no son funcionales en hepatomas.
¿Por qué los genes CYP no se expresan en esas células?, ¿Por qué
los mecanismos de inducción están ausentes en estas células?. Hay va-
rios elementos de razonamiento y diversas evidencias experimentales de
nuestro laboratorio que señalan un posible camino para entender por qué
esto ocurre, y cómo cabría actuar para alcanzar el objetivo antes señala-
do. Cabe imaginar distintas razones (Figura 4): 
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FIGURA 4. Posibles mecanismos que explican la falta de expresión basal e inducida
de los genes CYP en hepatomas.
1. La pérdida de expresión del citocromo P-450 en los modelos he-
patocelulares es un fenómeno de desdiferenciación que está aso-
ciado a una alteración de la expresión de factores de transcripción
hepato-específicos. Varios estudios han revelado que: a) los nive-
les de expresión del citocromo P-450 en hepatocitos en cultivo de-
crecen en paralelo con los de factores de transcripción clave (56);
b) las modificaciones en las condiciones de cultivo que prolongan
la expresión de los citocromos (por ejemplo, cultivos en geles de
colágeno) van asociados a una mayor expresión de dichos facto-
res de transcripción (57); c) los niveles de expresión de algunos
de esos factores potencialmente importantes son, en los hepatomas
humanos (ej. HepG2), considerablemente inferiores a los valores
medidos en los hepatocitos. (56); d) la expresión de estos factores
de transcripción aumenta en hepatomas que poseen la característi-
ca de rediferenciarse en cultivo (ej. BC2). Este incremento en fac-
tores de transcripción precede un incremento notable en los nive-
les de CYPs (54).
2. También existen factores de transcripción que podrían tener un pa-
pel represor en la expresión de los CYPs. Por ejemplo, se cono-
cen diversas isoformas o variantes de las proteínas C/EBP que ca-
recen de dominio de transactivación y que, por lo tanto, son
dominantes-negativos naturales. Estas variantes traduccionales tie-
nen un nivel de expresión distinto en hepatocitos y hepatomas.
Otro ejemplo similar sería el de los factores de la familia COUP-
TF que pueden competir y desplazar de su sitio de unión al factor
HNF4, un regulador general de la expresión de los CYPs en he-
patocitos (58).
3. Una tercera posibilidad que podrían conducir a la nula transactiva-
ción de los CYPs en hepatomas es la del aumento de metilación o
de desacetilación de histonas en los genes CYP, o la de un descenso
de los coactivadores con actividad acetiltransferasa (59).
4. Por último, y en referencia a la falta de inducción de genes CYP
en hepatomas, también existe la posibilidad de que los receptores
nucleares implicados en estos mecanismos de inducción (CAR,
PXR, etc.) también estén poco expresados o des-regulados en he-
patomas (60).
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Es por tanto imaginable que, actuando sobre las líneas celulares de
hepatomas humanos, de manera que re-expresen dichos factores, o mo-
dificando la acetilación de los genes, sea posible lograr que dichas célu-
las expresen los enzimas del metabolismo de fármacos, lo que les con-
vertiría en una herramienta útil de cara a predecir el metabolismo humano
(Figura 5). Evidencias de que esto podría ser así han sido descritas por
nuestro laboratorio recientemente (61).
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FIGURA 5. Expresión de genes CYP en hepatomas. El reestablecimiento de niveles
adecuados de factores de transcripción en hepatomas humanos, mediante transfección
usando vectores adenovirales, se traduce en la expresión de genes CYP, prácticamente
inexistente en los hepatomas.
487
DESARROLLO FARMACÉUTICO Y METABOLISMO: LOS PROBLEMAS, LAS NECESIDADES...
TA
BL
A
3
Ac
tiv
id
ad
es
 d
e 
bi
ot
ra
ns
for
ma
ció
n e
n h
ep
ato
cit
os
 hu
ma
no
s i
nm
or
tal
iza
do
s (
*)
Est
rat
egi
as 
 uti
liza
das
 
Ge
n  
tra
nsfo
rma
nte
Act
ivid
ade
s d
e m
eta
bol
iza
ció
n d
e fá
rma
cos
Refe
renc
ias
Tra
ns
fec
ció
n c
on 
sec
uen
cia
s v
iral
es 
An
tíge
no 
Tg
ran
de 
de 
SV
40
No
 an
aliz
ado
1-3
de 
DN
At
ran
sfo
rma
nte
Ex
pre
sió
n d
e e
nzi
ma
s d
e c
onju
gaci
ón
4,5
An
tíge
no 
Tg
ran
de 
de 
pol
iom
a
Ind
ete
cta
ble
6,7
Ex
pre
sió
n d
e C
YP
y e
nzi
ma
s d
e c
onju
gaci
ón
8,9
No
 de
tec
tad
o
10
Tra
ns
fec
ció
n c
on 
SV
40 
mu
tan
te
An
tíge
no 
Tg
ran
de 
mu
tad
o d
e S
V4
0 te
rmo
sen
sib
le: 
dife
ren
cia
ció
n 
No
 de
tec
tad
o
7,1
1
vs
. c
rec
imi
ent
o a
 tem
per
atu
rap
erm
isiv
a
Tra
ns
fec
ció
n c
on 
onc
oge
nes
Ha
-ra
sEJ
Me
tab
olis
mo
 de
 ac
eta
min
oflu
ore
no 
12
c-H
a-r
as, 
N-m
yc
No
 de
tec
tad
o
11
m
et 
tru
nca
do
No
 de
tec
tad
o
13
He
pat
oci
tom
as
Fus
ión
 de
 he
pat
oci
tos
 y h
epa
tom
as
ND
14-
18
Ex
pre
sió
n d
e C
YP
y e
nzi
ma
s d
e c
onju
gaci
ón
19
Ais
lam
ien
to d
e lí
nea
s c
elu
lare
s h
epá
tica
s 
Mu
nta
nte
 de
l an
tíge
no 
Tg
ran
de 
de 
SV
40 
term
ose
nsi
ble
.
No
 de
tec
tad
o
20
de 
ani
ma
les 
tran
sgé
nic
os 
que
 so
bre
 
Ex
pre
sió
n ti
sul
ar d
irig
ida
 de
 fac
tore
s d
e c
rec
imi
ent
o (T
GFa
, hG
H) 
No
 de
tec
tad
o
21-
23
ex
pre
san
 ge
nes
 tra
nsf
orm
ant
es
An
tíge
no 
Tg
ran
de 
y t 
peq
ueñ
o d
e S
V4
0 b
ajo 
el co
ntro
l
Ex
pre
sió
n d
e C
YP
y e
nzi
ma
s d
e c
onju
gaci
ón
25-
26
del
 pr
om
oto
r d
e P
K-L
Uso
 de
 mu
tan
tes 
del
 rec
ept
or 
de 
estr
óge
nos
 (c-
myc
 and
 p53
 act
ivat
ion)
 
Ex
pre
sió
n d
e C
YP
27
Fac
tor
es 
de 
cre
cim
ien
to t
em
pra
nos
 (c-
met
 pro
toon
cog
en)
No
 de
tec
tad
o
28
(*)
Re
pro
du
cid
o d
e: 
J.V
.
 
Ca
ste
ll, 
R.
 Jo
ve
r, 
R.
 B
or
t a
nd
 M
.J.
 G
óm
ez
 L
ec
hó
n. 
Th
e c
ha
lle
ng
e o
f u
sin
g h
epa
tic 
cel
l li
nes
 fo
r d
rug
 me
tab
olis
m s
tud
ies
.
 
In
: C
OS
T
B1
 E
uro
pe
an
 S
ym
po
siu
m 
on
 on
 th
e
pre
dic
tio
n o
f d
rug
 m
eta
bo
lis
m 
in 
ma
n: 
pro
gre
ss 
an
d p
rob
lem
s. 
A.
R.
 B
oo
bis
, P
.
 
Kr
em
ers
, O
. P
elk
on
en
 an
d K
. P
ith
an
 ed
s. 
pp
 77
-92
. O
ffi
ce
 fo
r O
ffi
cia
l P
ub
lic
ati
on
s o
f t
he
 E
uro
pe
an
 C
om
mu
nit
y,
Br
us
se
ls 
19
99
. I
SB
N 
92
-82
8-5
11
4-1
.
JOSÉ VICENTE CASTELL RIPOLL
488
Re
fere
nc
ias
 de
 la
 Ta
bla
 3
1.
An
de
rso
n K
., Y
in 
L.
m 
M
ac
Do
na
ld 
C.
 an
d G
ran
t M
. H
. (1
996
) Im
mo
rtal
ize
d h
epa
toc
yte
s a
s in
 vi
tro
 m
ode
l sy
ste
ms
 fo
r to
xic
ity 
tes
ting
: t
he
 co
mp
ara
tiv
e t
ox
ivi
ty 
of 
me
na
dio
ne
 in
 im
mo
rta
liz
ed
ce
lls
, p
rim
ary
 cu
ltu
res
 of
 he
pa
toc
yte
s a
nd
 H
TC
 he
pa
tom
a c
ell
s. 
To
xic
ol.
 In
 V
itr
o 1
0: 
72
1-7
27
.
2.
Ue
no
 T.
, 
M
iya
mu
ra 
T.,
 
Sa
ito
 I.
 an
d M
izu
no
 K
. (1
993
). I
mm
ort
aliz
atio
n o
f d
iffe
ren
tia
ted
 he
pa
toc
yte
s b
y a
 co
mb
ina
tio
n o
f a
 vi
ral
 ve
cto
r a
nd
 co
lla
ge
n g
el 
cu
ltu
re.
 H
um
. C
ell
 6:
12
6-1
36
.
3.
M
iya
za
ki 
M
., M
iha
ra 
K.
, K
an
o Y
.
, 
Ts
ub
oi 
S.,
 E
nd
o A
., S
esh
im
o K
. A
nd
 N
am
ba
 M
. I
mm
ort
ali
za
tio
n o
f e
pit
he
lia
l-l
ike
 ce
lls
 fr
om
 hu
m
an
 li
ve
r t
iss
ue
 w
ith
 SV
-
40
 T-
an
tig
en
e g
en
e. 
Ex
p. 
Ce
ll. 
Re
s.
20
6: 
27
-35
 
4.
Ba
ya
d J
., B
ag
rel
 D
., S
ab
olo
vic
 N
., M
ag
da
lou
 J.
 A
nd
 S
ies
t G
. (1
991
). E
xpr
ess
ion
 an
d r
egu
lati
on 
of 
dru
g m
eta
bol
izin
g e
nzy
me
s in
 
an
 im
mo
rta
liz
ed
 ra
t h
ep
ato
cy
te 
ce
ll 
lin
e. 
Bi
oc
he
m.
 P
ha
rm
a-
co
l. 1
2:1
34
5-1
35
1.
5.
Iso
m 
H.
 C
., W
oo
dw
ort
h C
. D
., M
en
g Y
.
, 
Kr
eid
er 
J.,
 M
ille
r T
.
 
an
d M
en
ge
l L
. (1
992
). I
ntr
odu
ctio
n o
f th
e r
as 
onc
oge
ne 
tran
sfo
rm
s a
 s
im
ian
 vi
rus
 40
-im
mo
rta
liz
ed
 he
pa
toc
yte
 ce
ll 
lin
e w
ith
ou
t
los
s o
f e
xp
res
sio
n o
f a
lbu
mi
n a
nd
 ot
he
r l
ive
r-s
pe
cif
ic 
ge
ne
s. 
Ca
nc
er 
res
. 5
2:9
40
-94
8.
6.
Pf
eif
er 
M
. A
., C
ole
 K
., S
mo
ot 
D.
 T.
, 
W
es
to
n 
A.
, G
roo
pm
an
 J.
 D
., S
hie
lds
 P.
 
G.
 V
ign
au
d J
. M
., J
uil
ler
at 
M
., L
ips
ky
 M
. M
., T
ru
m
p B
. F
.
 
et 
al.
 (1
993
). S
imi
an 
vir
us 
40 
larg
e t
um
or 
an
tig
en
-im
-
m
or
tal
ize
d n
orm
al 
hu
ma
n l
ive
r e
pit
he
lia
l c
ell
s e
xp
res
s h
ep
ato
cy
te 
ch
ara
cte
ris
tic
s a
nd
 m
eta
bo
liz
e c
he
mi
ca
l c
arc
ino
ge
ns
. P
roc
. N
atl
. A
ca
d. 
Sc
i. U
.S.
A.
 90
:51
23
-51
27
.
7.
Os
an
ai 
M
., O
ga
wa
 K
. A
nd
 L
ee
 G
. H
. (1
997
) P
hen
oba
rbi
tal 
cau
ses
 ap
opt
osi
s in
con
diti
ona
lly 
imm
ort
aliz
ed 
mo
use
 he
pat
ocy
tes
 de
pen
din
g o
n d
ere
gu
lat
ed
 c-
my
c e
xp
res
sio
n: 
ch
ara
cte
riz
ati
on
 od
f
an
 u
ne
xp
ec
ted
 ef
fec
t. C
an
ce
r R
es.
 57
: 2
89
6-2
90
3.
8.
Ou
rli
n J
. C
., V
ila
rem
 M
. J
., D
au
jau
t M
., H
arri
can
e M
. C
., D
om
erg
ue
 J.
, J
oy
eu
x H
., B
au
lie
ux
 J 
an
d M
au
rel
 P.
 
(19
97)
 Li
pid
-m
edi
ate
d t
ran
sfe
cti
on
 of
 no
rm
al 
ad
ult
 hu
ma
n h
ep
ato
cy
tes
 in
 pr
im
ary
cu
ltu
re.
 A
na
l. B
ioc
he
m.
 24
7: 
34
-44
.
9.
Bu
ler
a S
.J.
, H
aa
s M
. J
., s
att
ler
 C
.A
., a
nd
 P
ito
t H
. C
. (1
997
) C
ell 
line
s w
ith 
het
ero
gen
eus
 ph
eno
typ
es 
fro
m 
a s
ing
le i
sol
atio
n o
f a
lbu
mi
n-S
V4
0 T
-
an
tig
en
 tr
an
sg
en
ic 
rat
 he
pa
toc
yte
s. 
He
pa
tol
og
y
25
:11
92
-11
20
3
10
.
He
rin
g S
. G
rif
fin
 B
.E
. a
nd
 S
tra
us
s M
. (1
991
) Im
mo
rtal
iza
tion
 of
 fe
tal 
sin
uso
ida
l li
ver
 ce
lls 
by 
pol
yom
a v
iru
s la
rge
 T
an
tig
en
.
 
Ex
p. 
Ce
ll 
Re
s.,
 19
5:1
-7.
11
.
Ho
hn
e M
.W
.
, 
Zi
ero
th 
S.,
 V
es
er
 U
. K
ah
l G
.F.
 
an
d S
ch
wa
rtz
 L
.R
. (1
993
) C
arc
ino
gen
-in
duc
ed 
dip
loid
 he
pat
ocy
tes
: se
nsi
tive
 tar
ge
t c
ell
s f
or 
tra
ns
for
ma
tio
n b
y c
-H
a-r
as 
on
co
ge
ne
. M
ol.
 C
arc
ino
g.
7: 
18
0-1
89
.
12
.
Fis
ch
ba
ch
 M
., C
ao
 H
., I
ba
ñe
z M
. D
., T
sa
co
na
s 
S.,
 A
lou
an
i S
., M
on
tan
do
n F
.
, 
el 
Ba
rak
a M
., 
Pa
die
u P
.
, 
Dr
ea
no
 M
. a
nd
 C
he
sse
be
uf-
Pa
sd
ieu
 M
. (1
991
) M
ain
ten
anc
e o
f li
ver
 fu
nct
ion
 in
 lo
ng-
ter
m
 c
ult
ure
 of
 he
pa
toc
yte
s f
oll
ow
ing
 in
 vi
tro
 or
 in
 vi
vo
 H
a-r
as 
tra
ns
fec
tio
n. 
Ce
ll 
Bi
ol.
 To
xic
ol.
 7:
 32
7-3
45
.
13
Sir
ica
 A
.E
. (1
997
) Im
mo
rtal
izin
g h
epa
toc
yte
s w
ith 
tru
nca
ted
 M
ET
: 
a 
litt
le 
bit
 of
 ge
ne
 go
es 
a l
on
g w
ay
.
 
He
pa
tol
og
y 2
6: 
51
0-5
12
.
14
.
W
idm
an
 L
.E.
, G
old
en
 L
.A
. a
nd
 C
ha
sin
 L
.A
. (1
979
) Im
mo
rtal
iza
tion
 of
 no
rm
al l
ive
r fu
nct
ion
s in
 ce
ll c
ultu
re: 
rat 
hep
ato
cyt
e-h
epa
tom
a c
ell
 hu
bri
ds
 ex
pre
ssi
ng
 or
nit
hin
e c
arb
am
oy
ltr
an
sfe
ras
e.
J. 
Ce
ll. 
Ph
ys
iol
. 1
00
: 3
91
-40
0.
15
.
Im
me
ns
ch
uh
 S
., 
Pe
tzi
ng
er 
E. 
an
d 
Ka
tz 
N.
 (1
993
) S
ecr
etio
n o
f p
las
ma
 pr
ote
ins
 an
d i
ts i
nsu
lin-
dep
end
ent
 re
gul
atio
n i
n r
at 
hep
ato
cy
te-
he
pa
tom
a h
yb
rid
 ce
lls
. E
ur.
 
J. 
Ce
ll 
Bi
ol.
 6
0: 
25
6-2
60
.
16
.
Ka
tz 
N.
, I
mm
en
sch
uh
 S
., G
erb
rac
ht 
U.
, E
ige
nb
rod
t E
., F
oll
ma
nn
 W
.
 
An
d P
etz
ing
er 
E 
(19
92)
 Ho
rm
one
-se
nsi
tive
 ca
rbo
hyd
rate
 m
eta
bol
ism
 in
 ra
t h
ep
ato
cy
te-
he
pa
tom
a h
yb
rid
 ce
lls
. E
ur.
 
J. 
Ce
ll
Bi
ol.
 57
: 1
17
-12
3
17
.
Pe
tzi
ng
er 
E.
, F
oll
ma
nn
 W
.
, 
Bl
um
ric
h M
., W
alt
he
r P
.
, 
He
nn
tsc
he
l J
., B
ett
e P
.
, 
M
au
ric
e M
 an
d F
eld
ma
n G
. (1
994
) Im
mo
rtal
iza
tion
 
of 
rat
 he
pa
toc
yte
s b
y f
us
ion
 w
ith
 he
pa
tom
a c
ell
s. 
I. 
Cl
on
ing
of 
he
pa
toc
yto
ma
 ce
ll 
lin
e w
ith
 bi
le 
ca
na
lic
uli
. E
ur.
 
J. 
Ce
ll 
Bi
ol.
 64
: 3
28
-33
8.
489
DESARROLLO FARMACÉUTICO Y METABOLISMO: LOS PROBLEMAS, LAS NECESIDADES...
18
Re
un
er 
K.
 H
., V
an
 de
r D
oe
s A
., D
un
ke
r P
.
, 
Ak
tor
ies
 K
. A
nd
 K
atz
 N
. (1
995
) M
icro
inje
ctio
n o
f A
DP
-ri
bo
syl
ate
d a
cti
n i
nh
ibi
ts 
syn
the
sis
 in
 he
pa
toc
yte
-he
pa
tom
a h
yb
rid
 ce
lls
. B
ioc
he
m 
J. 
31
9: 
84
3-8
49
.
19
.
Ut
esc
h 
D.
, A
ran
d M
. T
ho
ma
s H
., 
Pe
tzi
ng
er 
E.
 an
d O
esc
h (
199
2).
 X
eno
bio
tic-
me
tab
oliz
ing
 en
zym
e a
ctiv
itie
s in
 hy
bri
d c
ell 
line
s e
sta
bli
sh
ed
 by
 fu
sió
n o
f p
rim
ary
 ra
t l
ive
r p
are
nc
hy
ma
l c
ell
s
w
ith
 he
pa
tom
a c
ell
s. 
Xe
no
bio
tic
a 2
2: 
14
51
-14
57
.
20
.
Ya
na
i N
., S
uz
uk
i M
. a
nd
 O
bin
ata
 M
 (1
991
) H
epa
toc
yte
 xc
ell 
line
s e
stab
lish
ed 
fro
m t
ran
sge
nic
 mi
ce 
har
bor
ing
 tem
per
atu
re-s
ens
itiv
e s
im
ian
 vi
rus
 40
 la
rge
 T
an
tig
en
 ge
ne
 . E
xp
. C
ell
 R
es.
 19
7: 
50
-56
.
21
.
Pa
ul 
D.
, H
oh
ne
 M
., P
ink
ert
 C
., P
ias
ec
ki 
A.
, U
mm
elm
an
n e
. A
ND
 B
rin
ste
r R
. (1
988
) Im
mo
rtal
ize
d d
iffe
ren
tia
ted
 he
pa
toc
yte
 li
ne
s d
eri
ve
d f
rom
 tr
an
sg
en
ic 
mi
ce
 ha
rbo
rin
g S
V4
0 T
-
an
tig
en
 ge
-
ne
s.
 E
xp
. C
ell
 R
es.
17
5, 
35
4-3
62
.
22
.
W
u 
J. 
C.
, M
erl
ino
 G
., C
ve
klo
va
 K
., M
os
ing
er 
B.
 an
d F
au
sto
 N
. (1
994
). A
uto
no
mo
us
 gr
ow
th 
in 
ser
um
-fr
ee
 m
ed
ium
 pr
od
uc
tio
n o
f h
ep
ato
ce
llu
lar
 ca
rci
no
ma
s b
y d
iff
ere
nti
ate
d h
ep
ato
cy
te 
lin
es
tha
t o
ve
rex
pre
ss 
tra
ns
for
mi
ng
 gr
ow
th 
fac
tor
 al
ph
a 1
. C
an
ce
r R
es.
 54
:59
64
-59
73
.
23
.
Ca
rti
er 
N.
, M
iqu
ero
l L
., T
ull
iez
 M
., L
ep
eti
t N
., L
ev
rat
 F.
 
Gr
im
be
r G
., B
ria
nd
 P.
 
an
d K
ha
n A
. (1
992
) D
iet-
dep
end
ent
 ca
rcin
oge
ne
sis
 of
 pa
nc
rea
tic
 is
let
s a
nd
 li
ve
r i
n t
ran
sg
en
ic 
mi
ce
 ex
pre
ssi
ng
on
co
ge
ne
s u
nd
er 
the
 co
ntr
ol 
of 
the
 L
-ty
pe
 py
ruv
ate
 ki
na
se 
ge
ne
 pr
om
ote
r.O
nc
og
en
e 7
: 1
41
3-1
42
2. 
24
.
Hi
rst
-E
rns
t K
. I
., P
au
l D
.,K
ah
l G
. F
.
 
an
d H
oh
ne
 M
. W
.
 
(19
93)
 Ex
pre
ssio
n o
f c
-fo
s a
nd 
c-m
yc 
pro
too
nco
gen
es 
in 
an 
imm
ort
aliz
ed 
he
pa
toc
yte
 li
ne
 ha
rbo
rin
g S
V4
0 T
an
tig
en
 an
d h
GH
 as
 tr
an
s-
ge
ne
s. 
Tr
an
sg
en
ic.
 R
es.
 2:
10
1-1
08
.
25
.
W
ieb
el 
F.J
., P
ark
 S
.S.
, K
ief
er 
F. 
an
d G
elb
oin
 H
. V
.
, 
(19
84)
 Ex
pre
ssio
n o
f c
yto
chr
om
e P
-45
0 i
n r
at h
epa
tom
a c
ells
. E
ur. 
J. 
Bi
oc
he
m.
 15
4: 
45
5-4
62
.
26
.
Sin
gh
 J.
 an
d R
os
ch
er 
E. 
(19
91)
 In
duc
tion
 of
 DN
S d
am
age
 by
 N-
nitr
oso
die
thy
lam
ine
 in
 ra
t h
epa
tom
a c
ells
: co
rre
lati
on 
wit
h c
yto
ch
rom
e P
-45
0-m
ed
iat
ed
 al
dri
n e
po
xid
ase
 ac
tiv
ity
.
 
M
uta
ge
ne
sis
6: 
11
7-1
21
.
27
.
Li
ttle
wo
od
 T.
, 
Ha
nc
oc
k D
., D
an
iel
ian
 P.
, 
Pa
rke
r M
. a
nd
 E
va
n G
. (1
995
) A
m
od
ifi
ed
 oe
str
og
en
 re
ce
pto
r l
iga
nd
-bi
nd
ing
 do
im
ain
 as
 
an
 im
pro
ve
d s
wi
tch
 fo
r t
he
 re
gu
lat
ion
 of
 he
ter
og
ou
s p
rot
ein
s.
Nu
cl.
 A
cid
s R
es.
 23
:16
86
-16
90
.
28
.
Am
ico
ne
 L
., S
pa
gn
oli
 F.
 
M
., S
pa
th 
G.
, G
ior
da
no
 S
., T
om
m
as
ini
 C
., B
ern
ard
ini
 S
., D
e L
uc
a V
.
, 
De
lla
 R
oc
ca
 C
., W
eis
s M
. C
., C
om
og
lio
 P.
 
M
. a
nd
 T
rip
od
i M
. (1
997
). T
ra
ns
ge
nic
 ex
pre
ssi
on
 in
the
 lv
er 
of 
tru
nc
ate
d M
et 
blo
ck
s a
po
pto
sis
 an
d p
erm
its
 im
mo
rta
liz
ati
on
 of
 he
pa
toc
yte
s. 
EM
BO
 J.
 16
:49
5-5
3.
BIBLIOGRAFÍA
(1) Garattini-S (1994) Perspectives in the field of drug metabolism. Drug-Metab-
Rev. 26, 537-73.
(2) Testa B (1995) The metabolism of drugs and other xenobiotics. Academic Press,
London. ISBN 0-12-685391-6.
(3) Nelson, D.R., Koymans, L, Kamataki, T, Stegeman, J.J., Feyereisen, R., Wax-
man, D.J., Waterman, M.R., Gotoh, O., Coon, M.J, Estabrook, R.W., Gunsa-
lus, I.C. y Nebert, D.W. (1996). P-450 superfamily: update on new sequen-
ces, gene mapping, accession numbers and nomenclature. Pharmacogenetics
6, 1-42.
(4) Hakkola, J., Pelkonen, O., Pasanen, M. y Raunio, H. (1998). Xenobiotic-meta-
bolizing cytochrome P-450 enzymes in the human feto-placental unit: role in in-
trauterine toxicity. Critical Reviews in Toxicology 28, 35-72.
(5) Anzenbacher P, Anzenbacherova E. (2001) Cytochromes P-450 and metabolism
of xenobiotics. Cell Mol Life Sci 58, 737-747.
(6) Kanamura S, Watanabe J. (2000) Cell Biology of cytochrome P-450 in the liver,
Int Rev Cytol 198,109.
(7) Meyer-UA y Zanger-UM (1997) Molecular mechanisms of genetic polymor-
phisms of drug metabolism. Annu Rev Pharmacol Toxicol. 37, 269-296.
(8) Lu AY. (1998) Drug-metabolism research challenges in the new millennium: in-
dividual variability in drug therapy and drug safety. Drug Metab. Dispos 26,
1217-1222.
(9) González, F.J. (1990). Molecular genetics of the P-450 superfamily. Pharmaco-
logy and Therapetics 45, 1-38.
(10) Shimada, T., Yamazaki, H., Mimura, M. Inui, Y. y Guengerich, F.P. (1994). In-
terindividual variations in human liver cytochrome P-450 enzymes involved in
the oxidation of drugs, carcinogens and toxic chemicals: studies with liver mi-
crosomes of 30 Japanese and 30 Caucasians. Journal of Pharmacology and Ex-
perimental Therapeutics 270, 414-423.
(11) Donato M.T. y Castell J.V. (2003). Strategies and molecular probes to investiga-
te the role of Cytochrome CYP-450 in drug metabolism: Focus on in vitro stu-
dies.. Clin Pharmacokinetics, 42,153-178.
(12) Cereghini-S (1996) Liver-enriched transcription factors and hepatocyte differen-
ciation. FASEB J. 10, 267-282.
(13) Schrem H, Klempnauer J, Borlak J. (2002) Liver-enriched transcription factors
in liver function and development. Part I: the hepatocyte nuclear factor network
and liver-specific gene expression. Pharmacol Rev 54, 129-158.
JOSÉ VICENTE CASTELL RIPOLL
490
(14) Honkakoski P, Negishi M (2000). Regulation of cytochrome P-450 (CYP) genes
by nuclear receptors. Biochem J. 347, 321-337.
(15) Liddle C, Goodwin B. (2002) Regulation of hepatic drug metabolism: role of the
nuclear receptors PXR and CAR. Semin Liver Dis. 22, 115-22.
(16) Darlington-GJ, Wang-N y Hanson-RW (1995) C/EBP alpha: a critical regulator
of genes governing integrative metabolic processes. Curr-Opin-Genet-Dev. 5,
565-570.
(17) Vallet-V, Antoine-B, Chafey-P, Vandewalle-A y Kahn-A (1995) Overproduction
of a truncated hepatocyte nuclear factor 3 protein inhibits expression of liver-spe-
cific genes in hepatoma cells. Mol Cell Biol. 15, 5453-5460.
(18) Wang-ND, Finegold-MJ, Bradley-A, Ou-CN, Abdelsayed-SV, Wilde-MD, Tay-
lor-LR, Wilson-DR y Darlington-GJ (1995) Impaired energy homeostasis in
C/EBP alpha knockout mice. Science. 269, 1108-1112.
(19) Ktistaki-E and Talianidis-I (1997) Modulation of hepatic gene expression by he-
patocyte nuclear factor 1. Science. 277, 109-112.
(20) Spath-GF y Weiss-MC (1997) Hepatocyte nuclear factor 4 expression overcomes
repression of the hepatic phenotype in dedifferentiated hepatoma cells. Mol Cell
Biol. 17, 1913-1922.
(21) Kaestner-KH, Hiemisch-H y Schutz-G (1998) Targeted disruption of the gene en-
coding hepatocyte nuclear factor 3gamma results in reduced transcription of he-
patocyte-specific genes. Mol Cell Biol. 18, 4245-4251.
(22) Chojkier-M (1995) Regulation of liver-specific gene expression. Prog Liver Dis.
13, 37-61.
(23) Papavassiliou-AG (1997) Transcription factors in Eukaryotes. Landes Bioscien-
ce. Austin, Texas, USA. ISBN 3-540-61538-5.
(24) Lee-YH, Williams-SC, Baer-M, Sterneck-E, Gonzalez-FJ y Johnson-PF (1997)
The ability of C/EBP beta but not C/EBP alpha to synergize with an Sp1 pro-
tein is specified by the leucine zipper and activation domain. Mol-Cell-Biol.
17, 2038-2047.
(25) Duncan-SA, Navas-MA, Dufort-D, Rossant-J y Stoffel-M (1998) Regulation of
a transcription factor network required for differentiation and metabolism. Scien-
ce. 281, 692-695.
(26) Tronche, F. y Yaniv, M. (1992). HNF1, a homeoprotein member of the hepatic
transcription regulator network. Bioessays, 9, 579-587.
(27) Griffo, G. Hamon-Benais, c. Angrand, PO. et al (1993). HNF4 and HNF1 as well
as a panel of hepatic functions are extinguised reexpressed in parallel in chromoso-
mally reduced rat hepatoma-human fibroblast hybrids. J. Cell Biol. 4, 887-898.
491
DESARROLLO FARMACÉUTICO Y METABOLISMO: LOS PROBLEMAS, LAS NECESIDADES...
(28) Waxman DJ. (1999) P-450 gene induction by structurally diverse xenochemicals:
central role of nuclear receptors CAR, PXR, and PPAR. Arch Biochem Biophys.
369, 11-23. 
(29) Xie, W. y Evans, R. (2001) Orphan Nuclear Receptors: The Exotics of Xeno-
biotics. Biological Chemistry 276, 37739-37742.
(30) Aranda, A. y Pascual, A. (2001) Nuclear hormone receptors and gene expression.
Physiol Rev 81, 1269-1304.
(31) Masahiko N, Honkakoski P. (2000) Induction of drug metabolism by nuclear re-
ceptor CAR: molecular mechanisms and implications for drug research. Eur J
Pharm Sci. 11, 259-264.
(32) Zelko I, Negishi M. (2000) Phenobarbital-elicited activation of nuclear receptor
CAR in induction of cytochrome P-450 genes. Biochem Biophys Res Commun.
277, 1-6. 
(33) Quattrochi, L. y Guzelian, P. (2001) Cyp3A regulation: from pharmacology to
nuclear receptors. Drug Metab Dispos 29, 615-622.
(34) Sueyoshi T, Negishi M. (2001) Phenobarbital response elements of cytoch-
rome P-450 genes and nuclear receptors. Annu Rev Pharmacol Toxicol. 41,
123-143.
(35) Tzameli I, Moore DD. (2001) Role reversal: new insights from new ligands for
the xenobiotic receptor CAR. Trends Endocrinol Metab 12, 7-10.
(36) Maglich JM, Stoltz CM, Goodwin B, Hawkins-Brown D, Moore JT, Kliewer SA
(2002). Nuclear pregnane x receptor and constitutive androstane receptor regu-
late overlapping but distinct sets of genes involved in xenobiotic detoxification.
Mol Pharmacol. 62, 638-646.
(37) Goodwin B, Redinbo MR, Kliewer SA (2002). Regulation of cyp3a gene trans-
cription by the pregnane x receptor. Annu Rev Pharmacol Toxicol 42, 1-23.
(38) Willson TM, Kliewer SA. (2002) PXR, CAR and drug metabolism. Nat Rev Drug
Discov. 1, 259-266.
(39) Kliewer SA, Goodwin B, Willson TM. (2002) The nuclear pregnane X receptor:
a key regulator of xenobiotic metabolism. Endocr Rev. 23, 687-702.
(40) Kroetz DL, Yook P, Costet P, Bianchi P, Pineau T. (1998) Peroxisome prolifera-
tor-activated receptor alpha controls the hepatic CYP4A induction adaptiveres-
ponse to starvation and diabetes. J Biol Chem.; 273, 31581-31589.
(41) Boelsterli UA, Bedoucha M. (2002) Toxicological consequences of altered pe-
roxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARgamma) expression in the
liver: insights from models of obesity and type 2 diabetes. Biochem Pharmacol.
63, 1-10.
JOSÉ VICENTE CASTELL RIPOLL
492
(42) Cowart LA, Wei S, Hsu MH, Johnson EF, Krishna MU, Falck JR, Capdevila JH
(2002) . The CYP4A isoforms hydroxylate epoxyeicosatrienoic acids to form high
affinity peroxisome proliferator-activated receptor ligands. J Biol Chem. 277,
35105-12.
(43) Rodriguez-Antona, C., Jover, R., Gómez-Lechón, M.J. y Castell, J.V. (2000).
Quantitative RT-PCR measurement of human cytochrome P-450’s: application to
drug induction studies. Arch. Biochem. Biophys. 376, 109-116.
(44) Pérez, G. Tabares, B. Jover, R. Gómez-Lechón, MJ. y Castell, JV. (2003).Semi-
automatic quantitative RT-PCR to measure CYP induction by drugs in human he-
patocytes. Toxicol In Vitro 17, 643-649.
(45) Gómez-Lechón, M.J., López, P., Donato, T., Montoya, A., Larrauri, A., Giménez,
P., Trullenque, R., Fabra, R. y Castell, J.V. (1990). Culture of human hepatocy-
tes from small surgical liver biopsies. Biochemical characterization and compa-
rison with in vivo. In Vitro Cellular and Developmental Biology 26, 67-74.
(46) Jover-R, Ponsoda-X, Gómez-Lechón-MJ y Castell-JV (1992) Potentiation of he-
roin and methadone hepatotoxicity by ethanol. An in vitro study using cultured
human hepatocytes. Xenobiotica. 22, 471-478.
(47) Jover-R, Ponsoda-X, Gómez-Lechón-MJ y Castell-JV (1993) Cocaine hepatoto-
xicity: Two different toxicity mechanisms for phenobarbital-induced and non-in-
duced rat hepatocytes. Biochem Pharmacol. 46, 1967-74.
(48) Bort, R., Ponsoda, X., Carrasco, E., Gómez-Lechón, M.J. y Castell, J.V. (1996). Me-
tabolism of aceclofenac in humans. Drug Metabolism and Disposition 24, 834-841.
(49) Bort, R., Ponsoda, X., Carrasco, E., Gómez-Lechón, M.J. y Castell, J.V. (1996).
Comparative metabolism of the nonsteroidal antiinflammatory drug, aceclofenac,
in the rat, monkey, and human. Drug Metabolism and Disposition 24, 969-975.
(50) M.I. Guillén, M. J. Gómez-Lechón, T. Nakamura y J. V. Castell. (1996). The he-
patocyte growth factor regulates the synthesis of acute-phase proteins in human
hepatocytes. Divergent effects on IL-6 synthesis. Hepatology 23, 1345-1352.
(51) Donato-MT, Guillen-MI, Jover-R, Castell-JV y Gomez-Lechon-MJ (1997) Nitric
oxide-mediated inhibition of cytochrome P-450 by interferon-gamma in human
hepatocytes. J Pharmacol Exp Ther. 281, 484-490.
(52) M. T. Donato, M. J. Gómez-Lechón R. Jover, T. Nakamura, y J. V. Castell..
(1998). Human hepatocyte growth factor down regulates the expression of
cytochrome P-450 isozymes in human hepatocytes in primary culture. J. Phar-
macol. Exp. Ther 284, 760-767.
(53) Bort, R. Ponsoda, X Jover, R. Gómez-Lechón M.J y Castell, J.V (1999). Diclo-
fenac toxicity to hepatocytes: A role for drug metabolism in cell toxicity. J. Phar-
macol. Exp. Ther. 288, 65-72. 
493
DESARROLLO FARMACÉUTICO Y METABOLISMO: LOS PROBLEMAS, LAS NECESIDADES...
(54) Gomez-Lechon, M., Donato, T., Jover, R., Rodriguez, C., Ponsoda, X., Glaise,
D., Castell, J. y Guguen-Guillouzo, C. (2001) Expression and induction of a lar-
ge set of drug-metabolizing enzymes by the highly differentiated human hepato-
ma cell line BC2. Eur J Biochem 268, 1448-1459.
(55) Klocke, R. Gómez-Lechón, M.J. Ehrhardt, A. Mendoza-Figueroa, T. Donato, T.
López-Revilla, R. Castell, J.V. y Paul, D. (2002). Establishment and characteri-
zation of immortal hepatocytes derived from various transgenic mouse lines.
BBRC 294, 864-871.
(56) Jover-R, Bort-R, Gomez-Lechon-MJ y Castell-JV (1998) Re-expression of
C/EBP alpha induces CYP2B6, CYP2C9 and CYP2D6 genes in HepG2 cells.
FEBS Lett. 431, 227-230.
(57) Gómez-Lechón M. J., Jover R., Donato M. T., Ponsoda X., Cristina Rodriguez,
Stenzel K. G., Klocke R., Paul D., Guillén I., Bort R. y Castell J. V (1998).
Long-term expression of differentiated hepatic functions and cytochrome P-450
in hepatocytes cultured in three-dimensional collagen matrix.. J. Cell Physiol
17, 553-562.
(58) Jover, R., Bort, R., Gomez, L., MJ y Castell, J. (2001) Role of hepatocyte nu-
clear factor 4 in the expression of cytochromes P-450 in cultured human hepa-
tocytes: Studies using an adenovirus-mediated antisense targeting strategy. He-
patology 33, 668-675.
(59) Naar AM, Lemon BD, Tjian R. (2001) Transcriptional coactivator complexes.
Annu Rev Biochem 70, 475-501.
(60) Xu L, Glass CK, Rosenfeld MG. (1999) Coactivator and corepressor complexes
in nuclear receptor function.Curr Opin Genet Dev 9, 140-147.
(61) Rodríguez-Antona C. Bort, R. Jover, R. Tindberg N., Ingelman-Sundberg M., Gó-
mez-Lechón, M.J. y Castell J.V. (2003). Transcriptional regulation of human
CYP3A4 basal expression by CCAAT enhancer-bindingprotein alpha and hepa-
tocyte nuclear factor-3 gamma. Molecular Pharmacol 63, 1180-1189.
JOSÉ VICENTE CASTELL RIPOLL
494
